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(54) Title: PROCESS FOR DETERMINING THE STATUS OF AN ORGANISM BY PEPTIDE MEASUREMENT 

(54) Bexefchnung: VERFAHREN ZUR ERFASSUNG DES STATUS EJNES ORGANISMUS DURCH MESSUNG VON PEPTIDEN 

(57) Abstract 

A process is disclosed for determining the status of an organism by measuring peptides in a sample of the organism which contains 
high-molecular and low-molecular peptides and acts as an indicator of the organism status. Low-molecular peptides are directly sensed and 
characterised, and are then correlated with a reference. 

(57) Zusammenfassung 

Verfahren zur Erfassung des Status eines Organismus durch Messung von Peptiden aus einer Probe des Organismus, die hoch- 
und niedrigmolekulare Peptide enthalt, als Indikator for den Status des Organismus, wobei niedrigmotekulare Peptide direkt erfaBt und 
charakterisieit and rait einer Referenz in Bexiehung gesetzt werden. 
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Verfahre n zur Erfassuna des Status eineg 
Organismus durch Messuna von Pentidgt? 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Erfassung des Status eines Organismus durch Messung von 
Peptiden aus einer Probe des Organismus. 

Zur Erfassung des status eines Organismus werden verschiedene 
analytische Methoden eingesetzt. So wird beispielsweise in 
der Diagnostik von h6heren Organismen bei pathologischen 
Befunden aufgrund der Symptomatik versucht, die Ursache der 
pathologischen Veranderung zu ergrunden, um eine kausale 
Therapie zu entwickeln. Desweiteren ist man bemuht, durch 
Sequenzierung der Genome von Organismen und Etablierung von 
"Wildtyp-Genomen" eine Referenz eines durchsehnittlichen, 
"gesunden" Organismus zu entwickeln, um dann individuelle 
Abweichungen, die auf mogliche pathogene Entwicklungen 
hinweisen konnen, durch entsprechende Genanalysen zu ent- 
decken. Nachteilig an dem ersten methodischen Ansatz ist, 
daS man keine hypothesenfreie Diagnostik durchfuhren kann, 
da dabei eine Diagnose unternommen wird, die bereits auf 
Vermutungen beruht. Nachteilig an dem zweiten Verfahren ist, 
daB es auf lange Sicht noch nicht moglich sein wird, wichtige 
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oder gar alle auf genetische Fehlf unlet ionen zuruckzufuhrende 
Erkrankungen zu diagnostizieren. Ein weiterer Nachteil der 
zuletzt genannten Methode kann auch darin bestehen, dafi eine 
Mutation auf einem Gen nicht unbedingt zur Expression des 
damit verbundenen Phanotypen fflhrt. 

Es ware mithin wfcnschenswert , uber ein universell einsetz- 
bares diagnostisches Verfahren zu verfxigen, mit welchem es 
gelingt, die geschilderten Nachteile zu vermeiden und ins- 
besondere eine hypothesenfreie Diagnostik durchfuhren zu 
kdnnen. Das diagnostische Verfahren sollte daruber hinaus 
universell einsetzbar sein, nicht beschr&nkt- bleiben auf 
hoher entwickelte Systeme, sondern auch gleichfalls einsetz- 
bar sein, um den Status von niederen Organismen zu erfassen. 
Es sollte dartiber hinaus leicht etablierbar sein und mit an 
sich bekannten Techniken ausgefuhrt werden konnen. 

Ein der Erf indung zugrundeliegendes technisches Problem liegt 
mithin in der Bereitstellung eines solchen Verfahrens. 

Uberraschenderweise wird das der Erf indung zugrundeliegende 
technische Problem in einfacher Weise durch ein Verfahren 
mit den Merkmalen des Anspruchs 1 geldst. Die Unteranspruche 
betref fen bevorzugte Ausfflhrungsformen des erf indungsgemSSen 
Verfahrens . 

Das erf indungsgemaBe Verfahren zur Erf assung des Statue eines 
Organisraus geht davon aus> dafi dem zu untersuchenden 
Organisznus eine Probe entnommen wird. Die Probe kann auch 
der vollstandige Organ ismus sein. Die Probe muS niedrig- 
molekulare Peptide enthalten, wobei es nicht stdrt, wenn die 
Probe neben niedrigmolekularen Peptiden auch hochmolekulare 
Peptide oder Proteine enthilt. Die niedrigmolekularen Peptide 
werden dabei erf indungsgem§B direkt erfaSt und charakteri- 
siert und dienen als Indikator fur den Status des Organismus. 
Dabei ist es sowohl mdglich, einzelne Peptide direkt me£- 
technisch zu erfassen, mehrere Peptide mefitechnisch zu 
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erfassen bis hin zu alien in der Probe befindlichen und 
meEtechnisch erfafibaren niedermolekularen Peptide. Anders 
als bei herkommlichen analytischen oder diagnostischen 
Methoden, wie die Gel-Elektrophorese oder die zwei- 
dimensionale Elektrophorese und beispielsweise klinische 
diagnostische Methoden, werden hier nicht die hochmolekularen 
Strukturen, wie beispielsweise Proteine untersucht. Im 
Gegensatz zu an sich bekannten diagnostischen Methoden, wie 
beispielsweise Radioiramunassay oder anderen Kompetitions- 
assays zur Messung von Peptidhormonen und ahnlichem, werden 
erf indungsgeraaS die niedermolekularen Peptide direkt mefi- 
technisch erfafit und nicht wie in den genannten Methoden 
indirekt. Als Referenz dient die Verteilung niedrigmole- 
kularer Peptide bei einem reprasentativen Querschnitt von 
definierten Kontrollen. 

Ira erf indungsgeraSfcen Verfahren kann die zu untersuchende 
Probe von Geweben- oder Flussigkeitsproben aus dem 
Organismus, dessen Status aufgenomraen werden soli, stammen 
oder es kann der Organismus selbst oder Teile davon sein. 
Im Falle der Untersuchung niederer Organistnen dient vorzugs- 
weise der Organismus selbst als Probe. Als niedere Organismen 
kommen insbesondere Einzeller, wie prokaryontische Systeme 
oder einfache eukaryontische Systeme, wie Hefen oder andere 
Mikroorganisraen, in Betracht. 

Erfindungsgem&S sollen die niedrigmolekularen Peptide, die 
zur Messung herangezogen werden, vorzugsweise ein Molekular- 
gewicht von hdchstens 30.000 Dalton aufweisen. Die untere 
Grenze ist an sich nicht kritisch, jedoch stellen Dipeptide 
die untere Grenze der niedrigmolekularen Peptide, die er- 
findungsgemafi erfafit werden sollen, dar. Insbesondere bevor- 
zugt sind Molekulargewichte der niedrigmolekularen Peptide 
von 100 bis 10,000 Dalton. 

Falls erforderlich, weil beispielsweise durch eine veranderte 
MeSanordnung bedingt, kann es vorteilhaft sein, hochmole.- 
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kulare Peptide oder Proteine sowie andere Biopolymere, die 
moglicherweise mit der Messung interf erieren, aus der Probe 
zu entfernen. Dies ist insbesondere daun nicht erforderlich, 
wenn durch die erf indungsgem&S einzusetzende MeSmethode die 
hShermolekularen Peptidverbindungen meStechnisch nicht erf afit 
werden . 

Vorzugsweise wird erfindungsgem££ die Massenspektroskopie 
zur Erf assung der niedermolekularen Peptide eingesetzt . ins- 
besondere bewahrt hat sich dabei die sogenannte MALDI-Methode 
(Matrixunterstfctzte Laser-Desorptions-Ionisations-Massen- 
spektroskopie) . Wird die Massenspektrometrie als Methode 
eingesetzt, empfiehlt es sich, die durch die Massen- 
spektroskopie ermittelbaren Daten zur Charakterisierung der 
niedermolekularen Peptide einzusetzen, wie beispielsweise 
deren Molekulargewicht . Es ist ebenfalls moglich, unter 
bestimmten Umstanden andere Parameter zu analysieren, wie 
beispielsweise die Ladung der Peptide oder die charakteristi- 
sche Retentionszeit auf ChromatographiesSulen oder ein 
Fragmentrauster der niedermolekularen Peptide oder Kom- 
binationen aus Masse der niedrigmolekularen Peptide und deren 
Ladungen . 

Je nach Fragestellung, die mit der Erf assung des Status des 
Organisraus noch verbunden ist, kann es vorteilhaft* sein, die 
Probe auf mehrere Fraktionen zu verteilen und die Proben 
unter verschiedenen Fragestellungen oder me&technischen 
Anordnungen zu analysieren und somit einen Status des 
Organismus zu erf as sen. 

Als Organisraen dienen insbesondere Prokaryonten, Eukaryonten, 
vielzellige Organismen, Zellen aus Gewebekulturen, Zellen 
von Tieren und Menschen. So wird es erf indungsgemtfi ermog- 
licht, den Status von genet isch veranderten oder trans - 
formierten und/oder konditionierten Organismen zu unter- 
suchen. Dies kann insbesondere bei tJberprufungen von trans - 
formierten Systemen vorteilhaft sein, urn zu erkennen, inwie- 
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weit transforraierte Organismen moglicherweise unerwartete 
Oder unerwunschte Eigenschaften entwickelt haben, indem 
beispielsweise Peptide gebildet werden, die auf unerwunschte 
oder unerwartete Eigenschaften, wie toxische Eigenschaften, 
hinweisen. 

Insbesondere kann jede bewufct oder unbewufit vorgenommene 
Manipulation (Konditionierung) eines Organismus dessen Status 
beeinf lussen, sei es im Rahmen der Verabreichung von Medi- 
kamenten, der Gentherapie, bei Infektionen, am Arbeitsplatz 
durch Kontakt rait chemischen Stoffen, bei Versuchstieren, 
insbesondere transgenen Tieren und knock-out -Mutant en. 
Insbesondere bei solchen Verfahren kann durch den intra- und 
inter -individuellen Vergleich, beispielsweise durch chrono- 
logische Probenentnahme aus einem Organismus vor und im 
Verlauf einer der oben genannten Mafinahmen oder durch Ver- 
gleich mit nicht behandelten Kontrollorganismen, fcberpruft 
werden, ob die vorhergesagten, erwunschten Anderungen im 
Status tatsachlich eingetreten sind und ob daruberhinaus oder 
stattdessen nicht vorhergesagte, unerwunschte oder auch 
erwunschte Anderungen eingetreten sind, die durch das er- 
findungsgemafie Verfahren hypothesenfrei erfaSt werden. 

Daher eignet sich das erf indungsgem&Ee Verfahren auch zum 
Beispiel zur Begleitung von klinischen Studien, toxiko- 
logischen Untersuchungen bei der Erprobung von Medikaraenten 
aller Art, zur Analyse/Erf assung von Abbauprodukten, zur 
Identifikation von Genprodukten. 

In der VeterinSr- und Humanmedizin entwickelt das erfindungs- 
gemaSe Verfahren seine uberragende Bedeutung dadurcb, da£ 
eine hypothesenfreie Erfassung des Status des betreffenden 
Organismus ermoglicht wird. Es wird also nicht bereits mit 
einer vorgefaSten Meinung ein BestStigungsassay durchgef \ihrt , 
sondern es wird ein echtes Gesamtbild des Status des unter- 
suchten Organismus erstellbar. Das erf indungsgemafie Ver- 
fahren, dafi als dif ferentielles Peptiddisplay (Differential 
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Peptide Display) bezeichnet werden kann, geht dabei davon 
aus, daS in einera gesunden Organiemus eiri bestimmtes Peptid- 
muster vorhanden ist und deshalb in der Lage ist, als 
Referenzstandard zu dienen. Nimrnt man nun den Peptidstatus 
eines Individuums auf und vergleicht diesen mit der Referenz, 
so kann man einerseits Abweichungen feststellen, die bereits 
einen ersten Hinweis auf einen moglicherweise pathogenen 
Zustand geben. Werden nunmehr die Abweichungen, die durch 
Vergleich mit ahnlichen pathogenen Zustanden erstellt worden 
sind, aus entsprechenden Proben eines Erkrankten ermittelt / 
so kann bereits durch Vergleich der Abweichungen im Pept id- 
muster der Probe des Individuums und Ubereinstimmung der 
Abweichung mit einem zugeordneten Krankheitsbild die be- 
treffende Erkrankung direkt aus der Analyse identif iziert 
werden. 

Erf indungsgemSS kann dabei insbesondere wie folgt vorgegangen 
werden. Zur Herstellung einer Referenzprobe konnen zunachst 
Ultrafiltrate aus Korperflussigkeiten und Gewebsextrakten 
verwendet werden. Die Gewinnung der Filtratpeptide und ihre 
Auftrennung in Fraktionen erfolgt, indent beispielsweise 
niedrigmolekulare Peptidfraktionen gewonnen werden. Die 
Charakterisierung der Peptidfraktionen kann beispielsweise 
anhand von Retentions verbal ten und molekularer Masse, er- 
mittelbar durch Chroma tographie oder Massenspektroskopie, 
erfolgen. Wird beispielsweise Ultrafiltrat von Patienten, 
die an einer bekannten Erkrankung leiden, verwendet und 
dieses mit dem zuvor erst ell ten Spektrum von gesunden Ref e- 
renzprobanden verglichen, kann durch das abweichende Muster 
eine Zuordnung der spezifischen Erkrankung mit dem Status 
des betreffenden Peptidgemisches erfolgen. Die Methode kann 
somit auch in an sich herk6ramlicher Weise eingesetzt werden, 
indem beispielsweise gleich das entsprechende auf pathogene 
Veranderungen hinweisende Peptidmuster abgefragt wird. Im 
Einzelfall kann dies sogar ein fur die entsprechende Krank- 
heit charakteristisches Peptid sein. Analysiert man z. B. 
eine Probe aus einem Patienten, bei dem ein bestimmtes 
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Erkrankungsbild erkennbar ist und eine Hypothese ftir die 
Ursache dieser Erkrankung besteht, kann beispielsweise dieses 
spezif ische Peptid in der Analyse gemafi Erf indung ebenfalls 
abgefragt werden und bei positivem Ausgang entsprechende 
Therapieplane eingerichtet werden. So ist es durchaus mog- 
lich, zunachst dera Patienten eine Probe zu entnehraen, mit 
dem erfindungsgemSSen Verfahren einen Status aufzunehmen, 
um dann bei Feststellen des Vorliegens einer auf pathogene 
Zustande hinweisenden Abweichung entweder durch an sich 
bekannte Bestatigungsassays, unter Heranziehung der ublichen 
klinischen Assays, eine Kontrollmessung durchzufuhren oder 
die Kontrollmessung durch spezifisches Screening nach dem 
Indikator des pathogenen Zustands durchzuftthren. 

Peptide konnen dabei nach dem Fachmann bekannten Verfahren, 
wie beispielsweise Ultrafiltration des entsprechenden Aus- 
gangsmaterials, gewonnen werden. Dabei werden Filter mit 
einer molekularen Ausschlufigr6Se verwendet, die in dera 
erf indungsgemafi beanspruchten Bereich liegen, also zwischen 
denen eines Dipeptides und maximal 30.000 Dal ton. Durch 
geeignete Wahl der jeweiligen Membranen konnen auch bestimmte 
Molekulargewichtsfraktionen gewonnen werden. Vorzugsweise 
werden im Rahmen der Filtration 0,2 ml bis 50 1 Filtrat ge- 
yronnen, das beispielsweise sofort nach AbschluB der 
Filtration durch Ansauern mit verdiinnter SalzsSure auf einen 
pH-Wert von 2 bis 4 eingestellt wird. Die genannten Mengen 
dienen insbesondere dazu, gepoolte Proben zu untersuchen, 
zum einen zur Entwicklung von Referenzproben gesunder Pro- 
banden bzw. zur Bestimmung krankheitsspezif ischer Peptid- 
marker zur Erstellung einer Peptiddatenbank. 

Die nach Ultrafiltration im Filtrat vorliegenden Peptide 
werden durch Adsorption an chromatographische Materialien, 
insbesondere Kationenaustauscher, wie beispielsweise Fracto- 
gel, Anionenaustauscher-Fractogel TMAE und Reverse- Phase- 
(RP) -Materialien, mit nachf olgender Elution durch lineare 
Gradienten oder Stuf engradienten gewonnen. Zur weiteren 
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Auf reinigung konnen gegebenenf alls weitere chromatographische 
Trennungen, insbesondere xiber RP-Phasenmaterial durchgefuhrt 
werden. 

Die Erf as sung der Peptidf raktionen erfolgt vorzugsweiee durch 
massenspektrometrische Analyse, insbesondere mit der MALDI-MS 
(matrix assisted laser desorption ionisation mass spectro- 
metry) Oder ESI -MS (electro spray ionisation -MS) ♦ Dies sind 
Methoden, die zur Analyse von Peptiden einsetzbar sind. 
Hierbei wird vorzugsweise mit einer On-Line-Kopplung einer 
Microbore RP-Trennung und der Massenspektrometrie (LC-MS- 
Kopplung) gearbeitet. Aus den erhaltenen Daten wird eine 
mehrdimensionale Tabelle nach Retentionsverhalten, Molekular- 
gewicht und Signalintensitat als bevorzugte Leitparameter 
erstellt, Es konnen jedoch auch andere mit den genannten 
Methoden ermittelbare Grofien erfafit werden. 

Die uber die vorgenannten Schritte gewonnenen Daten fiber 
Patient en mit einer bekannten Grunderkrankung werden mit den 
gleichartig gewonnenen Daten einer gesunden Referenz- 
population verglichen. Hierbei werden sowohl qualitative 
Anderungen (z. B r das Auftreten neuer Peptide oder das Fehlen 
von Peptiden) , als auch quantitative Anderungen (das ver- 
mehrte beziehungsweise verminderte Auftreten von einzelnen 
Peptiden) f estgestellt . Die uber die vergleichende Analyse 
def inierten Targets konnen, falls erforderlich, im weiteren 
durch den Fachmann bekannte Methoden peptidchemisch gereinigt 
und identifiziert werden. Die erhaltenen Sequenzinformationen 
kdnnen dann mit Protein- und Nucleins&uredatenbanken sowie 
nachfolgend mit Literaturdaten verglichen werden. Die 
Relevanz der dargestellten Peptide bezuglich der untersuchten 
Erkrankung wird uberpruft durch funktionelle Studien und 
durch Reihenscreening an geeigneten Patientengruppen. 
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Beiepiel 1 

Verwendung von Korperf lussigkeiten, hier: Blutfiltrat {Hamo- 
filtrat, HF) 

1. Gewinnung von HF 

HF wird im Rahmen einer arterio-vendsen oder auch veno- 
venosen Hamof iltration nach dem Fachmann bekannten Techniken 
an ausgewahlten Patienten oder Probanden durchgefuhrt . Die 
Gewinnung von HF erfolgt in der Weise, wie sie im Prinzip 
bei chronisch nierenkranken Patienten routinem&fiig durch- 
gefuhrt wird. Uber eine arterielle Ableitung und venose Zu- 
leitung (arterio-venose HF) oder eine venose Ableitung rait 

venoser Zuleitung (veno-venose HF) wird das Blut des 
Patienten unter apparativer UnterstQtzung durch ein HcLmo- 

f iltratsgerat (z. B. Hemoprozessor, Sartorius, Gdttingen; 

AK 10 HFM, Garabro, Hechingen) uber ein Hamof ilter geleitet 
(z. B. Hemoflow F 60 oder Hemoflow HF 80 S, Fresenius, Bad 

Horaburg; Hemoflow FH 77 H und Hemoflow HF 88 H, Gatnbro) , das 

eine molekulare AusschlufigrSSe von bis zu 30 kDa besitzt. 

Das dem Patienten entzogene Filtratvolumen wird durch eine 

Elektrolytldsung substituiert (z. B. SH 01, SH 05, SH 22, 

SH29, Schiwa, Glandorf ) . 

Im Rahmen des hier vorliegenden Verfahrens wird eine 
diagnostische HSmof iltration mit dem Ziel durchgefuhrt, 
zwischen 1 und 30 1 HF bei einem Patienten innerhalb einer 
HSmof iltration zu gewinnen. Das HSmofiltrat wird zur Ver- 
meidung der Proteolyse sofort mit verdfinnter S&ure (z. B. 
1 M HCl) auf einen pH-Wert zwischen 2 und 4 eingestellt und 
auf 4°C gekuhlt. 
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2, Gewinnung der HF-Peptide und Auftrennung in Fraktionen 

2.1 Peptidextraktion mit stufenweiser Elution 

10 1 Haraofiltrat werden mit entionisiertem Wasser auf eine 
Leitfahigkeit von 6 mS/cm verdunnt und der pH mit Salzsaure 
auf 2,7 eingestellt. Das HF wird dann auf eine Chromato- 
graphiesiule aufgetragen. Nach Bindung der HF-Peptide werden 
die gebundenen Peptide rait einer pH-Stuf enelution eluiert. 
Dabei werden 7 Puffer mit aufsteigendem pH verwendet. 

Chromatographiebedingungen : 

FluS.beim Auftrag: 100 ml/min 
Flufi beim Eluieren: 30 ml/min 
Detektion: 214, 280 nm 

Saule: Vantage (Amicon, Witten) 6 cm Durchmesser x 7 cm 
FullhShe 

Saulenmaterial : Fraktogel TSK SP 650 M (Merck, Darmstadt) 
Anlage: BioCAD 250, Perseptive Biosystems, Wiesbaden- 
Nordenstadt 


I Puffer 

pH-Wert 

Puf fer subs tanzen 

MolaritSt 

Elutionspuf fer 1 

3,6 

Zitronensaure 

0,1 

Elutionspuff er 2 

4,5 

Essigs&ure 

0,1 

Elutionspuffer 3 

5,0 

Apfelsiure 

0,1 

Elutionspuff er 4 

5,6 

Bernsteins&ure 

0,1 

Elutionspuffer 5 

6,6 

Natriumdihydrogenphosphat 

0,1 

Elutionspuffer 6 

7,4 

Dinatriumhydrogenphosphat 

0.1 

Elutionspuffer 7 

9,0 

Ammoniumcarbonat 

0,1 


Die Eluate 1-7 werden separat gesamraelt. 
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2.2 Zweite chroma tographische Auftrennung 

Die Eluate l - 7 werden separat uber eine Reverse-Phase-SSule 
chromatographies . 

Chromatographiebedingungen : 
FluS beim Auftrag: 10 ml/min 
FluS beim Eluieren: 4 ml/min 
Detektion: 214 nm 

Saule: HPLC-Stahlsaure, 1 cm Durchmesser, 12,5 FGllhohe 
Saulenmaterial : Source RPC 15 /xm (Pharmacia, Freiburg) 
Anlage: BioCAD, Perceptive Biosystems, Wiesbaden -Nordenstadt 

Das Eluat wird in 4 ml-Fraktionen gesammelt. 

3. Kartierung der Peptid-Fraktionen 

3.1 

Aliquots der in 2.2 gewonnen Fraktionen werden auf einer 
Microbore-Reverse-Phase-S&ule aufgetragen und im Gradient 
eluiert. Die Detektion erfolgt mit UV-Detektor und on-line 
mit einem Elektrospray-Massenspektrometer. 

Chromatographiebedingungen : 
FluJS beim Auftragen: 20 jil/rain 
FluS beim Eluieren: 20 /il/min 
Detektion: 220 nm 

saule: C18 AQS, 3 /xm, 120 A, 1 mm Durchmesser, 10 cm LSnge 
(YMC, Schermbeck) 

Anlage: AB1 140 B Dual solvent Delivery System 

Puffer A: 0,06* TrifluoressigsSure in Wasser 
Puffer B: 80% Acetonitril in A 
Gradient: 0% B auf 100% B in 90 min 
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On-Line-Massenspektrometrie : 

API III mit Elektrospray- Interface' { Perkin-Elmer , 

Weiterstadt) 

Positive Ion Modus 

MeSbereich: m/z von 300 bis 2.390 

Scan-Zeit: 7 sec 

Scan-Fenster: 0,25 m/z 

Datenerfassung erfolgt mit MacSpec oder MultiView Software 
(Perkin-Elmer) . 

3,2 MALDI-MS Messung der einzelnen Fraktionen 

Aliquots der in 2.2 gewonnen Fraktionen werden mit unter- 
schiedlichen Matrixsubstanzen p z. B. unter Zusatz von L(-) 
Fucose im MALDI-MS gemessen. 

Aus den Rohdaten wird eine mehrdimensionale Tabelle erstellt 
unter Berttcksichtigung der Scan-Nummer, Signalintensitat und 
nach Kalkulation der Massen aus den multipel geladenen Ionen 
eines Scans. 

4. Vergleichende Analyse 

4.1 Identifikation neuer, fehlender oder in ihrer Menge 
deutlich verschiedener Peptide 

Durch Vergleich der unter 3.3 erhaltenen Datensatze, die auch 
als Peptidkarten bezeichnet werden k6nnen, werden qualitative 
und/oder quantitative Unterschiede f estgestellt . Dabei werden 
unter Beriicksichtigung von Kontrollen und Proben einzelne 
DatensStze oder auch Gruppen von DatensStzen zum Vergleich 
herangezogen . 
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4.2 Peptidchemische Charakterisierung der identif izierten 
Targets 

Aus dem gewonnen Rohmaterial (z. B. GroSpraparationen von 
Hamofiltrat) werden die identif izierten Targets in Mengen 
auf gereinigt , die eine Identif ikat ion erlauben. Dazu werden 
die unterschiedlichen, dem Fachraann bekannten chroma to- 
graphischen Trenntechniken (Reverse Phase, Ionenaustausch, 
AusschluSgroBenchromatographie, hydrophobe Interaktions- 
Chromatographie etc.), die im allgemeinen zur Auftrennung 
von Peptidgemischen eingesetzt werden, verwendet. Nach jeder 
chromatographischen Trennung einer Fraktion werden fiber ESI- 
MS, MALDI-MS oder auch LC-MS die Targets erneut in den 
Fraktionen identif iziert . Dieses Procedere wird unter 
Variation der chromatographischen Parameter so oft wieder- 
holt, bis ein reines Produkt der gesuchten Spezifikation, 
d. h. Retentionszeit und molekularer Masse, vorliegt. Darauf 
folgt die Bestiramung einer Teil- oder Komplett-Aminosaure- 
sequenz oder eines Fragmentmusters . Im AnschluS wird ein 
Datenbankvergleich durchgefuhrt an den bekannten Datenbanken 
(Swiss-Prot und EMBL-Peptid- und Nucleinsaure-Datenbank) mit 
dera Ziel der Identif ikation der Teil- oder Koraplettsequenz 
oder eines Fragmentmusters, 1st kein Datenbankeintrag vor- 
handen, erfolgt die Aufklarung der Primarstruktur . 

Beispiel 2: 

Verwendung von Korperf ltissigkeiten, hier: Aszites 
1. Gewinnung von Aszites 

Aszites bildet sich as extravasales Exsudat bei unterschied- 
lichen Erkrankungen (maligne Tumoren, Leberstdrungen etc.) . 
Im Rahmen des hier vorliegenden Verfahrens werden zwischen 
10 ml und 10 1 Aszites durch Punktion gewonnen und danach 
zur Vermeidung der Proteolyse sofort mit vrdunnter SSure 
(z. B. 1 M HCl) auf einen pH-Wert zwischen 2,0 und 4,0 einge- 
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stellt und auf 4°C gekuhlt. Nach einer Ultrafiltration uber 
eine Cellulose-Triacetat-Merabran mit eiher Ausschlufigrofie 
von 30 kDa (Sartocon-Mini-Apparatur, Sartorius) wird das 
Filtrat als Quelle von Peptiden im weiteren verwendet. 

2. Gewinnung der Aszites-Peptide und Auftrennung in 
Fraktibnen 

2.1. Peptidextraktion mit Gradienten-Elution 

5 1 Aszites-Filtrat werden auf pH 2,0 eingestellt und Qber 
eine praparative Reyerse-Phase-Saule getrennt, 

Chromatographiebedingungen : 

Flufi beim Auf t rag 40 ml/min 
Flufi beim Eluieren: 40 ml /rain 
Detektion: 214 nm, 280 nm 

Saule: Waters Kartuschensystem, 4,7 cm Durchmesser, 30 cm 
Fullhohe 

Saulenmaterial : Vydac RP-C18, 15-20 /xm 

Anlage: BioCAD, Perseptive Biosystems, Wiesbaden-Nordenstadt 
Puffer A: 0,1% Trif luoressigsaure in Wasser 
Puffer B: 80% Acetonitril in A 
Gradient: 0% B auf 100% B in 3,000 ml 

Das Eluat wird in 50 ml Fraktionen gesammelt. 

Der weitere Verlauf der Charakterisierung entspricht Beispiel 
1. 

Beispiel 3: 

Verwendung von Korperf ldssigkeiten, hier: Urin 
1. Gewinnung von Urin 

Urin wird direkt als Katbeterurin oder als Spontanurin von 
Patient en in Mengen von 0,5 bis 50 1 gewonnen und zur Ver- 
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meidung der Proteolyse sofort mit verdunnter Saure (z. B. 
1 M HC1) auf einen pH-Wert zwischen 2,0 und 4,0 eingestellt 
und auf 4°C gekuhlt. Nach einer Ultrafiltration uber eine 
Cellulose-Triacetat-Membran mit einer AusschluSgrdfie von 30 
kDa (Sartocon-Mini-Apparatur, Sartorius) wird das Filtrat 
als Quelle von Peptiden im weiteren verwendet. 

2. Gewinnung der Urin -Peptide und Auftrennung in Fraktionen 

2.1 Peptidextraktion mit stufenweiser Elution 

10 1 Urin-Filtrat werden rait Wasser auf eine Leitf ahigkeit 
von 6 mS/cm verdQnnt und der pH mit HC1 auf 2,7 eingestellt. 
Das Urin- Filtrat wird dann auf eine ChroroatographiesSule 
aufgetragen. Nach Bindung der Peptide werden die gebundenen 
Peptide mit einem Kochsalzgradieitten eluiert. 

Cbromatographiebedingungen : 

FluS beim Auftrag: 100 ml/min 
FluS beim Eluieren: 30 ml/min 
Detektion: 214 nm 

S&ule: Vantage (Amicon, Witten) 6 cm Durchmesser x 7 cm 
FCtllhohe 

Saulenmaterial : Merck Fraktogel TSK SP 650 M 

Anlage: BioCAD 250, Perseptive Biosystems, Wiesbaden - 

Nordenstadt 

Puffer A: 50 mM NaH 2 P0 4 pH 3,0 

Puffer B: 1,5 M NaCl in A 

Gradient: 0% B auf 100* B in 2,000 ml 

Das Eluat wird in 10 Pools 5 200 ml gesammelt. 
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2.2 Zweite chromatographische Auftrennung 

Die Fraktionen werden separat uber eine Reverse- Phase -Saule * 
chromatographiert • 

Chroraatographiebedingungen : 

Flufi beim Auftrag: 10 ml/min 
FluS beim Eluieren: 4 ml/min 
Detektion: 214 nm 

Saule: HPLC-Stahlsaule, 1 cm Durchmesser, 12,5 cm Fullhohe 

Saulenmaterial: Pharmacia Source RPC 15 /zm 

Anlage: BioCAD, Perseptive Biosys terns, Wiesbaden-Nordenstadt 

Puffer A; 0,1* Trifluoressigsaure in Wasser 
Puffer B: 80% Acetonitril in A 
Gradient: 0V B auf 100% B in 200 ml 

Das Eluat wird in 4ml Fraktionen gesammelt. 

Der weitere Verlauf der Charakterisierung entspricht Beispiel 
1. 
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Ansp riiche 

1. Verfahren zur Erfassung des Status eines Organismus 
durch Messung von Peptiden aus einer Probe des Organis- 
mus, die hoch- und niedrigmolekulare Peptide enthSlt, 
als Indikator ffcr den Status des Organismus, wobei 

niedrigmolekulare Peptide direkt erfaSt und 
charakterisiert und 

mit einer Referenz in Beziehung gesetzt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Probe Gewebe- oder 
Flussigkeitsproben aus dem Organismus oder der 
Organismus selbst oder Kombinationen davon ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei die 
niedrigmolekularen Peptide, die zur Messung herange- 
zogen werden, ein Molekulargewicht von hochstens 30 000 
Dalton aufweisen. 

4 . Verfahren nach Anspruch 3 , wobei die niedrigmolekularen 
Peptide, die zur Messung herangezogen werden, 
mindestens ein Molekulargewicht, das dem von Dipeptiden 
entspricht , aufweisen . 

5. Verfahren nach Anspruch 3 und/oder 4, wobei die 
niedrigmolekularen Peptide, die zur Messung heran- 
gezogen werden, ein Molekulargewicht von 100 bis 10 000 
Dalton aufweisen. 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 5, 
wobei die hochmolekularen Peptide vor der Messung der 
niedrigmolekularen Peptide abgetrennt werden oder 
mefitechnisch oder auswertetechnisch bei der Erfassung 
der Probe nicht berucksichtigt werden. 
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7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, 
wobei die Erfassung der niedrigmolekularen Peptide 
durch Massenspektrometrie erfolgt. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, 
wobei die niedrigmolekularen Peptide durch die Messung 
ihres Molekulargewichtes charakterisiert werden. 

9* Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, 
wobei die Probe vor der Messung der niedrigmolekularen 
Peptide in verschiedene Fraktionen aufgeteilt wird und 
unter unterschiedlichen Bedingungen gemessen wird. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, 
wobei als Organismus Prokaryonten, Eukaryonten, viel- 
zellige Organismen, Zellen aus Gewebekulturen, Zellen 
aus Tieren und Menschen dienen. 

11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, 
wobei die Probe aus genetisch veranderten oder trans- 
formierten und/oder konditionierten Organismen stammt. 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, 
wobei die Erfassung des Status des Organismus zur 
hypothesefreien Untersuchung und Aufnahme des Status 
des Gesamtorganismus, zur Aufdeckung ev^ntueller 
Abweichungen von einem Ref erenzzustand, dient. 

13. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, 
wobei die Erfassung des Status eines transformierten 
Organismus zur hypothesefreien Untersuchung und Auf- 
nahme des Status des Gesamtorganismus zur Aufdeckung 
von Veranderungen des transformierten Organismus dient, 
zur Aufdeckung von mit der Transformation verbundenem 
Auftreten von Peptiden, die kausal mit Stof f wechselver- 
anderungen zusammenhangen . 


INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


Inter. jnalea AKtanxeienan 

PCT/EP 97/04396 


A, KLASSIFI Z1ERU NO DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 G01N33/68 


Nach dar IntamaUonalan Pataniktaaaiftkauon (IPK) odar nach car natfonalan Klassttfltaflon und derlPK 


B. RECHERCHIERTE GEBIETE 


Racherchiartar Mlndaatpruf etotf (Ktaaaitikationaayatam und KJaaaiflkationsayrnbole ) 

IPK 6 G01N 


Racherchiarta abar ntcht zum Mfridealprufatorf gahoranda Varottantlcnungon, aowait dtosauntw da racnarchiarten Gebiata failan 


Wahrand d«r imamatlonalan Racnarcha korautuafta alaktronmcha Datanbank (Nama cter Datanbank und evtl. vofwandata SudnDagriKa) 


C. AIS WESENTLtCH AWGESEHENE UNTCTLAGEN 


KatagonV Bazatehnung der VerdrfenlDchung. aowait arfordarfich untar Angaba dar in Batracht kommanden Taia 


Batr. Anspruch Nr. 


A. HERNANZ ET AL.: "Gastrointestinal 
peptide profile In children with celiac 
disease." 

JOURNAL OF PEDIATRIC GASTROENTEROLOGY, 
Bd. 6, Nr. 3, 1987, NEW YORK NY USA, 
Seiten 341-345, XP002050736 
slehe das ganze Dokument 


H.J. STAQUET ET AL. : "Keratin polypeptide 
profile In psoriatic epidermis normalized 
by treatment with etretinate." 
ARCHIVES OF DERHATOLOGICAL RESEARCH, 
Bd. 275, Nr. 2, 1983, BERLIN FRG, 
Seiten 124-129, XP002050737 
slehe das ganze Dokument 


1,2,10, 
12 


3-9,11, 

13 

1,2,10. 
12 


3-9,11, 
13 


-/- 


E 


Weltare Varoffentlichungan dnd dor Fonaatzung von Fa4d C zu 
antnahman 


□ 


Stent Anhang PatanttamiUa 


* Baaondara Kaiagorian von angagabenan VarOffantachungan 
"A" VardRantQcnuno, dia dan allgamainan Stand dar Tachnfc daflniart, 
abor richt ala baaondara badautaam anzuoahan 1st 
altoroa Ookumant, daa jadoch arvt am odar nach dam WemattonaJan 
Anmafdadatum vardffantSoht wordan lal 
V Varoflantf Ichung. dia gaeignot fat. ainen Prtortaisarwpfuch zwa*«Ihatt ar- 
achalnan zu laaaan, odar durch dla daa VarOrrarttlcnurigadatum alrw 
andaran Im AacnarchanbaffcN gananntan VanVtarvJichung belegt wanton 
tot odar dia a us alnam andaran baaondaran Gnmd angagaban tat (wte 
auagafOhrt) 

"O* Vardftentflchung, dia ateh auf atna mOndUcha Oflanba/ung. 

alna Banutzung, atna AuastaOung odar andara MaOnahrrwn baztaht 
■P" Varortortfichung, dto vor dam ttarnationaJan AnmaJdadatum, abar nach 

dam baanapruchten PrtorHatadatum varoftantttcht wordan tot 


T" Spalera Varoffantficnung. dia nach damlntemattonalan Anmaldadalum 
odar dam PrtorftAtsdatum varoff ant Kent wordan tet und ma dar 
Anrnalc^ingnicmt«tkdkrt.eondamnurzuni VaraUndnia daa dar 
Emndung zugnjndaKeoanden PrinzSpa odar dar Ihr zugrundaBagandan 
Thaoria angageban iaf 

-X" VarortorUHcnung von basondarer Badeutung; dia baanapruenta Erflndung 
kann aBain aulgrund diaear Varoffantllchung nfcht ate nau odar auf 
am^danacner Tlttgkait baruhand batrachtat wardan 

•y VarcVfariWcnung von baaondarar Badautung; dia baanspruchta Erftndung 
kann ntcht ala auf arfindartschar Tallica Kbaninand battacttat 
wardan, wann dia Varoflantachung mltainar odor mahraran andaran 
VarorrartHchungan dioaer Kategoria in Verttndung gabracnt wtrd und 
dioaa Varblndung fur ainan Facnmann nanattagand 1st 
VMfinantUcnuna <fia MHflttad darsatbanPatentfamiaa tst 


Datum daa Abachluaaaa dar intarnaUonalan Racnarcha 


18-Dezeraber 1997 


Aoaandadalum daa Intamationalen Racharehanbarichts 


14/01/1998 


Nama und Poatanachrtft darlntarnationalan Racharchanbahorde 
Europiiacrwa Patantamt. P.a 5818 Palanttaan 2 
NL-2280HVRiJ»wi|)c 
TaL <+31-70) 340^2040. Tx. 31 651 apo nt, 
Fax: (+31-70)340-3016 


BevoBmachtigtar Badianstalar 

Van Bohemen, C 


formttia PCMSA/210 (9 in 2) (Jul 1002) 


Selte 1 von 2 


INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 


lnt»r. jnalM Aktenzefch«n 

PCT/EP 97/04396 


C(Fort*etzung) ACS WESENTUCH ANQESEHENE UNTEJUAGEN 


KartgonV 

Bazalelwung oar VtrSRamietiung, eow<H •rtordoricn untw Angabe dar in BetneM komnwnden TeO« 

B»0. Araptuch Nr. 

T 

C.R. JIMENEZ ET AL.: "Pattern changes of 
pituitary peptides 1n rat after 
salt-loading as detected by means of 
direct, semiquantitative mass 
spectrometry profiling." 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES USA, 

Bd. 94, Nr. 17, 1997..BETHESDA HD USA, 
Selten 9481-9486, XP002050738 
slehe Selte 9481, Spalte 1, Zelle 1 - 
Spalte 2, Zelle 19 

1-13 


FotrMM PCT46A/210 (FortMttuv Mm BM 2) (A* 1 W2) 


Selte 2 von 2 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


Inter >neJ Application No 

PCT/EP 97/04396 


A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 G01N33/68 


According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (dasslflcabon system followed by classification symbols) 

IPC 6 G01N 


Documentation searched other than minimum documentation to the extant that such documents are Included in the fietd* searched 


Electronic data base consulted during the international search (name of data bate and. where practical, search terms used) 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category " 

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 

Relevant to claim No. 

X 
A 

A. HERNANZ ET AL.: "Gastrointestinal 
peptide profile 1n children with celiac 
disease." 

JOURNAL OF PEDIATRIC GASTROENTEROLOGY, 
vol. 6, no. 3, 1987, NEW YORK NY USA, 
pages 341-345, XP002050736 
see the whole document 

1,2,10, 
12 

3-9,11, 
13 

X 
A 

M.J. STAQUET ET AL.: "Keratin polypeptide 
profile In psoriatic epidermis normalized 
by treatment with etretinate." 
ARCHIVES OF DERMATOLOGICAL RESEARCH, 
vol. 275, no. 2, 1983, BERLIN FRG, 
pages 124-129, XP002050737 
see the whole document 

1,2,10, 
12 

3-9,11. 
13 



•/-- 


[ yj Further documents are beted in the continuation at box C. 

| | Patent lamily members are Bsled in annex. 

* Special categories of cited documents : 

"A* document defining the general stale of the an which la not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but pubflshed on or after the International 

fling date 

V document which may throw doubts on priority dalm(i) or 
which is died to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

Xy document referring to an oral disclosure, use. exhibtton or 
other means 

"P" document published prior to the bntemallonal nflng date but 
later than the priority date claimed 

T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

"X* document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an Inventive step when the document Is taken atone 

"Y* document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered to Involve an inventive step when the 
document ra combined with one or more other such docu- 
ments, such coordination being obvious to a person skilled 
In the art 

document member of the same patent famiy 

Date of the actual completion of theintematlonaJ search 

Date of mailing of the International search report 

18 December 1997 

14/01/1998 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. $81 8 Patentlaan 2 
NL-2280HVR$swijk 
TeL (431-70)340-2040. Tx. 31 651 epo rtf, 
Fax (+31-70) 340-3016 

Authorized officer 

Van Bohemen, C 


Fohtj PCT/ISA/210 (sMond «*••!> (.My 1 9*2) 


page 1 of 2 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


Into. jnal Application No 

PCT/EP 97/04396 


C-(Comlmj«tlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Catagory* 

Citation of document, wth tno1cat)on.wt>Of» appropriate, of trw ratwant passages 

Rfttovent to claim No. 

T 

C.R. JIMENEZ ET AL. : "Pattern changes of 
pituitary peptides 1n rat after 
salt-loading as detected by means of 
direct, semiquantitative mass 
spectrometry profiling." 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES USA, 

vol. 94, no. 17, 1997, BETHESDA MD USA, 
pages 9481-9486, XP002050738 
see page 9481, column 1, line 1 - column 
2, line 19 

1-13 


form PCTASJV21Q (oonGnusttanol Mcond shMQ (July 1092) 


page 2 of 2 


